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(54) Title: 3^4-AMIN<>-5-ETHYLPYRIMroiN&-2-YL>-l-(2-FLUOROBENZyL)-lH-PYRAZOLO[3,4-^ 
(54) Bezelchnung: 3-(4-AMIN(>-5-FrHYLPYRIMIDIN-2-YL)-1-(2-FLUORBENZYL)-lH-PYRAZOLO[ 




(57) Abstract 

The present invention relates to 3-(4-amino-5-ethylpyrimidine-2-yl>-l-(2-fluorobenzyl>-lH~pyrazolo[3,4-b]pyridine of formula 
(I), to a method for the production thereof and to its utilization as medicament, especially as medicament in the treatment of cardiovascular . 
diseases. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft 3-(4-Amino-5-cthylpyrimidin-2-yl)-1-<2-fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin der Forme! 
(1). ein Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung als Arzneimittel, insl}esondere als Arzneimittel zur Behandlung von 
Herzr-Krcislauf-Erlcrankungen. 
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3-(4-Amino-5«cthyIpyrimidin-2-yl)>l>(2-fluorbciizyl)-lH-pyrazoIo[3,4-b1^ 



Die vorliegende Erfindung betrifft das 3-(4-Amino-5-ethylpyriinidin-2-yl>l-(2- 
5 fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin dec Formel (I), 




(I) 



10 



ein Verfahren zu seiner Herstellung und ihre Verwendung als Arzneimittel, 
insbesondere als Arzneimittel zur Behandlung von Herz-Kreislaxif-Erkrankungen, 



Die Verbindung kann hergestellt werden, indem man das Amidin der Formel (II) 




15 
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mit dem Enamin der Fomel (HI) 



N 




(III) 



umsetzt. 



Die Reaktion erfolgt in einem Temperaturbereich von 80°C bis 120°C, vorzugsweise 
bei 100°C. 

Als Losemittel kann das Enamin der Formel (III) fiingieren. Man kann aber auch in 
Ublichen LSsemitteln wie Toluol, Dioxan und in Alkoholen arbeiten. 

Die Umsetzung kann bei noraialen, erhShtem oder bei emiedrigtem Dnick durchge- 
fuhrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar), Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

Die Veitindung der Formel (II) ist neu und daher ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung. Sie kann hergestellt werden, indem man die Verbindung der Formel (IV) 




zunachst in Ethem mit Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) und in Anwesenheit von 
Basen zu der Verbindung der Formel (V) 
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umsetzt, 

5 anschlieBend mit Natriummethanolat die Verbindung der Fonnel (VI) 




herstellt, in einem nSchsten Schritt durch Umsetzung mit NH4CI und Eisessig in 
10 Alkoholen in das entsprechende Amidin HCl-Salz der Formel (VII) 




15 



uberfiihrt und in einem letzten Schritt mil Basen, vorzugsweise Natriumcarbonat 
versetzt. 
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Als Losemittel fiir Umsetzung der Verbindung der Fonnel (IV) -> (V) eignen sich 
Ether, wie Diethylether, Dioxan oder Tetrahydrofuran und Dimethylforaiamid; 
bevorzugt ist Tetrahydrofuran. 

5 Als Basen fOr diese Umsetzung kSnnen organische Amine (TriaIkyl(Ci-C6)-amine) wie 
Triethylamin, oder Heterocyclen wie l,4-Diazabicycio[2.2.2]octan (DABCO), 1,8- 
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7'en (DBU), Pyridin, Diaminopyridin, Methylpiperidin oder 
Morpholin eingesetzt werden. Bevorzugt ist Pyridin. 

1 0 Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis 40^C, vorzugsweise 
bei Raumtemperatur. 

Die Umsetzung kann bei normalen, erhShtem oder bei emiedrigtem Druck durchge- 
fuhrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

15 

Das Amid (IV) kann beispielsweise durch Verseifung eines entsprechenden Esters als 
Ausgangsverbindung mil einer Base zur Saure, deren Oberfuhrung in das 
Saurechlorid nach ublichen Methoden z.B. mittels SOClj oder POCI3 und 
anschlieliender Umsetzung mit Ammoniak erfolgen. 

20 

Die Eliminierung von Wasser aus dem Amid (IV) zum Nitril (V) kann mit alien 
ublichen wasserentziehenden Mitteln durchgefuhrt werden. ErfindungsgemaB 
bevorzugt ist TrifluoressigsSureanhydrid (TFAA). 

25 Die Oberfuhrung des Nitrils (V) in den Immoether (VI) kann sowohl im Sauren, wie 
z.B. mit HCl/Alkohol-Gemischen, als auch im Basischen wie z.B. mit Methanol/ 
Natriummethanolat erfolgen. Sie erfolgt ublicherweise bei 0°C bis 40°C, 
beispielsweise bei Raumtemperatur. 



30 Als Losemittel fur die Umsetzung der Verbindung der Formel (V) -> (VI) eignen sich 
Alkohole wie Methanol oder Ethanol, Bevorzugt ist Methanol. 
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Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis 100°C, vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur. 

Die Umsetzung kann bei nonnalen, eihohtem oder bei emiedrigtem Druck durchge- 
5 ffihrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Nonnaldruck. 

Als Losemittel fur Umsetzung der Verbindung der Formel (VI) -> (VII) eignen sich 
Alkohoie wie Methanol oder EthanoL Bevorzugt ist Methanol 

10 Die Umsetzung erfolgt in einem Temperaturbereich von 0°C bis lOO^'C, vor- 
zugsweise bei 65°C. 

Die Umsetzung kann bei nonnalen, erhohtem oder bei emiedrigtem Druck durchge- 
fuhrt werden (z.B. 0,5 bis 5 bar). Im allgemeinen arbeitet man bei Normaldruck. 

15 

Als Basen fur die Umsetzung der Verbindung der Formel (VII) -> (11) eignen sich anor- 
ganische oder organische Basen. Hierzu gehoren beispielsweise Alkalihydroxide wie 
Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid, Erdalkalihydroxide wie Bariumhydroxid, 
Alkalicarbonate wie Natriumcarbonat oder Kaliumcarbonat, Erdalkalicarbonate wie 
20 Calciumcarbonat. Bevorzugt ist Natriumcarbonat. 

Die Darstellung des Pyrimidins erfolgt nach iiblichen Methoden (vgl. beispielsweise 
M.G. HoflBnann et al. in: Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, 4.Aufl., 
Band E9b, Teil 1, S. 1-249; A, Weissenberger et al.. The Chemistry of heterocyclic 
25 compounds - Pyrimidines, 1962, 16; ibid 1970, 16, Suppl. 1, ibid 1985, 16, Suppl. 2; 
ibid 1994, 52). 

Hierbei kann man sowohl vom Iminoether (VI) ausgehen und diesen z.B. mit einem 
geeigneten Enamin wie (III) umsetzen. Man kann aber auch den Iminoether (VI) 
30 zunachst mittels Ammoniak oder dessen Salzen in ein Amidin iiberfiihren und dieses 
entweder als freie Base (II) oder als Salz (VII), gegebenenfalls in Anwesenheit einer 
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Base mit Enaminen wie (QI), Acetalen, Enolethem, Aldehyden oder Enolaten 
umsetzen. 

Die Enamine wie (III) kSnnen z.B. aus C-H-aciden Verbindungen wie 
5 Acetonitrilderivaten nach bekannten Methoden durch Umsetzung mit 
Dimethylformamid-Derivaten wie z.B. Bis(dimethylamino)-tert-butoxymethan, 
Dialkoxy-dialkylamino-methanen hergestelit werden. 

Die Verbindung der Formel (IV) kann hergestelit werden, indem man die Verbindung 
10 derFonnel(VIII) 




(VIII) 



ONa 



mit der Verbindung der Formel (IX) 

15 




in Ethem, vorzugsweise Dioxan und Trifluoressigsanre in die Verbindung der Formel 

(X) 

20 




Uberfuhrt, 
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anschlieBend durch Umsetzimg mit der Verbindung (XI) 



(CH3)2N— CH=CH-CHO 



(XI) 



in inerten Losemitteln, vorzugsweise Dioxan, die Verbindung der Foimel (XII) 



herstellt und in einem ietzten Schritt mit Ammoniak gegebenenfails in Methanol 
versetzt. 

Anstelle des Natriumsalzes des Enolates (VTII) konnen auch Enoiether, Ketone oder 
Enamine eingesetzt werden. 

Gegebenenfails kann die Umsetzung der Verbindung der Formel (VIII) + (IX) -> (X) 
auch uber Zwischenverbindungen der Formeki (A) und (B), 





A 



B 



bei Raumtemperatur erfolgen. 
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Die Verbindung der Formel (HI) kann hergestellt werden, indem man die Verbindung 
derFormel (XIII) 



10 



15 



(CH3)2N)— CH-O- 



(XIII) 



mit der Verbindung der Formel (XIV) 

H5C2-CH2-CN (XIV) 
bei Temperaturen von 80 bis 120®C umsetzt. 

Die Verbindungen der Formeln (XIII) und (XIV) sind bekannt und nach tiblichen 
Methoden herstellbar. 

Die Verbindungen der Formeln (V), (VI), (VII), (VIH), (IX), (X), (XI) und (XII) sind 
neu und konnen wie oben beschrieben hergestellt werden. 



Die erfindungsgemafie Verbindxmg der Formel (I) zeigt ein nicht vorhersehbares, wert- 
20 voiles phannakologisches Wirkspektrum. 



Die erfindungsgemafie Verbindung der Formel (I) fuhrt zu einer Gefafirelaxation, 
Thrombozytenaggregationshemmung und zu einer Blutdrucksenkung sowie zu einer 
Steigerung des koronaren Blutflusses. Diese Wirkungen sind uber eine direkte 
25 Stimulation der loslichen Guanylatzyklase und einem intrazellularen cGMP-Anstieg 
vermittelt. AuBerdem verstarkt die erfindungsgemafie Verbindung die Wirkung von 
Substanzen, die den cGMP-Spiegel steigem, wie beispielsweise EDRF (Endothelium 
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dferived relaxing factor), NO-Donatoren, Protoporphyrin IX, ArachidonsSure oder 
Phenylhydrazinderivate. 

Sie kann daher in Arzneimitteln zur Behandlung von kardiovaskulSren Erkrankungen 
5 wie beispielsweise zur Behandlung des Bluthochdrucks und der Herzinsuffmenz, 
stabiler und instabiler Angina pectoris, peripheren und kaidialen GefaBerkrankungen, 
von Arrhythmien, zur Behandlung von thromboembolischen Erkrankungen und 
Ischamien wie Myokardinfarkt, Himschlag, transistorisch und isch^ische Attacken, 
periphere Durchblutungsst5rungen, Verhinderung von Restenosen wie nach 
10 Thrombolysetfaerapien, percutan transluminalen Angioplastien (PTA), percutan 
transluminalen Koronarangioplastien (PTCA), Bypass sowie zur Behandlung von 
Arteriosklerose und Krankheiten des Urogenitalsystems wie beispielsweise 
Prostatahypertrophie, erektile Dysfunktion, weibliche sexuelle Dysfiinktion und 
Inkontinenz eingesetzt werden. 

15 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebene Verbindung der Formel (I) stellt auch 
einen WirkstofiF zur Bekampfung von Krankheiten im Zentralnervensystem dar, die 
durch Storungen des NO/cGMP-Systems gekennzeichnet sind. Insbesondere ist sie ge- 
eignet zur Beseitigung kognitiver Defizite, zur Verbesserung von Lem- und Gedacht- 
20 nisleistungen und zur Behandlung der Alzheimer'schen Krankheit. Sie eignet sich auch 
zur Behandlung von Erkrankungen des 2^ntraln0rvensystems wie Angst-, Spannungs- 
und Depressionszustanden, zentralnervos bedingten Sexualdysfunktionen und 
SchlafstSrungen, sowie zur Regulierung krankhafter Storungen der Nahrungs-, GenuB- 
und Suchtmittelaufhahme. 

25 

Weiterhin eignen sich der Wirkstoff auch zur Regulation der cerebralen Durchblutung 
und stellen somit ein wirkungsvolles Mittel zur Bekampfung von Migrane dar. 

Auch eignet er sich zur Prophylaxe und Bekampfung der Folgen cerebraler Infarkt- 
30 geschehen (Apoplexia cerebri) wie Schlaganfall, cerebraler Ischamien und des Schadel- 
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Him-Traiunas. Ebenso kann die erfindungsgemafie Verbindung der Fomel © zur 
Bekampfiing von Schmerzzustanden eingesetzt werden. 

Zudem besitzt die erfindungsgemaBe Verbindung der Formel (I) antiinflammatorische 
S Wirkung und kann daher als entziindungshemmendes Mittel eingesetzt werden. 

Dariiber hinaus umfafit die Erfindung die Kombination der erfindungsgemaUen Verbin- 
dung mit organischen Nitraten und NO-Donatoren. 

1 0 Organische Nitrate und NO-Donatoren im Rahmen der Erfindung sind im allgemeinen 
Substanzen, die uber die Freisetzung von NO bzw. NO-Species ihre therapeutische 
Wirkung entfaiten. Bevorzugt sind Natriumnitroprussid, Nitroglycerin, Isosorbid- 
dinitrat, Isosorbidmononitrat, Molsidomin und SIN-L 

15 AuBerdem umfefit die Erfindung die Kombination mit Verbindungen, die den Abbau 
von cyclischem Guanosiimionophosphat (cGMP) inhibieren. Dies sind insbesondere 
Inhibitoren der Phosphodiesterasen 1, 2 und 5; Nomenklatur nach Beavo und Reif- 
snyder (1990) TiPS j_l S. 150 bis 155. Durch diese Inhibitoren wird die Wirkung der 
erfindungsgemaBen Verbindung potenziert und der gewunschte pharmakologische 

20 Effekt gesteigert. 

Zur Feststellung der kardiovaskularen Wirkungen wurden folgende Untersuchungen 
durchgefiihrt: In in vitro-Untersuchungen an Zellen vaskulSren Ursprungs wurde der 
EinfluB auf die Guanylatzyklase-abhangige cGMP-Bildung mit und ohne NO-Donor 
25 gepriift. Die antiaggregatorischen Eigenschaften wurden an mit KoUagen stimulierten 
menschlichen Thrombozyten gezeigt. Die gefaBrelaxierende Wirkung wurde an mit 
Phenylephrin vorkontrahierten Kaninchenaortenringen bestimmt. Die blutdruck- 
senkenden Wirkungen wurden an narkotisierten und wachen Ratten untersucht. 



30 
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Stimulation der ISslichen Guanylatzyldase in primaren Endothelzellen 

PrimSre Endotfaelzeilen wurden aus Schweineaorten duich Behandlung mit 
Kollagenase-Lsg. isoliert Anschliefiend wuiden die Zellen in Kulturmedium bei 37^C / 

5 5% COj bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Ffir die Untersuchungen wurden 
die Zellen passagiert, in 24-Loch Zellkulturplatten axisgesSt \md bis zum Erreichen der 
Konfluenz subkultiviert 2 x 10^ Zellen / Vertiefiing). Zur Stimulation der 
endothelialen Guanylatzyklase wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen 
einmal mit Ringerldsung gewaschen. Nach Entfemen der Ringerlosung wurden die 

10 Zellen in Stimulationspufifer mit oder ohne NO-Donor (Natrium-Nitroprussid, SNP 
Oder DEA/NO 1 fiM) 10 Minuten bei 37**C / 5% CO2 inkubiert Im AnschluB daran 
wurden die Testsubstanzen (Endkonzentration 1 \xM) zu den Zellen pipettiert und 
weitere 10 Minuten inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Pufferlosung 
abgesaugt und 4°C kalter Stoppuffer zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden daim 

15 16 Stunden lang bei -20°C lysiert. AnschlieBend wurden die das intrazellulSre cGMP 
enthaltenden Uberstande abgenommen und die cGMP-Konzentrationen durch das 
cGMP-SPA-System (Amersham Buchler, Braunschweig) bestimmt. Die Ergebnisse 
sind nachstehend in Tabelle 1 aufgefuhrt. 

20 Tabelle 1 



Bsp.-Nr. 


cGMP-Steigenmg (%) 


1 


>1000 



GefaBrelaxierende Wirkung in vitro 

25 

Kaninchen werden durch Nackenschlag betaubt und entblutet. Die Aorta wird 
entnommen, von anhaftendem Gewebe befreit, in 1,5 mm breite Ringe geteilt und 
einzeln unter einer Vorspaimung in 5 ml-Organbader mit 3T^C wanner, carbogen- 
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begaster Krebs-Henseleit-Losung folgender Zusammensetzung (mM) gebracht: NaCl: 
119; KCl: 4,8; CaCl^ x 2 H^O: 1; MgSO, x 7 H^O; 1,4; KH2PO4: 1,2; NaHC03:25; 
Glucose: 10. Die Kontraktionskraft wird mit Statham UC2-Zellen erfaflt, verstSrkt und 
fiber A/D-Wandler (DAS-1802 HC, Keithley Instruments Munchen) digitalisiert sowie 

5 parallel auf Linienschreiber registriert Zur Erzeugung einer Kontraktion wird 
Phenylephrin dem Bad kumulativ in ansteigender Konzentration zugesetzL Nach 
mehreren KontroUzyklen wird die zu untersuchende Substanz in jedem weiteren 
Durchgang in jeweils steigender Dosierung untersucht und die Hohe der Kontraktion 
mit der Hohe der im letzten Vordurchgang erreichten Kontraktion verglichen. Daraus 

10 wird die Konzentration errechnet, die erforderlich ist, um die Hohe des Kontrollwertes 
um 50% zu reduaeren (IC50). Das Standardapplikationsvolumen betragt 5 [li, der 
DMSO-Anteil in der Badlosung entspricht 0,1 %. Die Ergebnisse sind nachstehend in 
Tabelle 2 gezeigt. 

15 Tabelle 2 



Bsp.-Nr. 


Isolierte Aorta: IC50 (nM) 


1 


280 



Blutdruckmessungen an narkotisierten Ratten 

20 

Mannliche Wistar-Ratten mit einem KSrpergewicht von 300 - 350 g werden mit Thio- 
pental (100 mg/kg i,p.) anasthesiert. Nach Tracheotomie wird in die Femoralarterie ein 
Katheter zur Blutdruckmessung eingefiihrt. Die zu prufenden Substanzen werden in 
Transcutol, Cremophor EL, HjO (10%/20%/70%) in einem Volumen von 1 ml/kg oral 
25 verabreicht. Die Ergebnisse sind nachstehend in Tabelle 3 gezeigt. 
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TabelleS 



Bsp.-Nr. 


Dosis 


Max. Bliitdrudcsenkung 


Zeit 




(mg/kg/p.o.) 


(mmHg) 


(min) 


1 


1 


11 


40 


1 


3 


24 


40 



Wirkung auf den mittlercn Blutdruck von wachcn, spontan hypertensivcn 
S Ratten 

Kontinuierliche Blutdruckmessungen Uber 24 Stunden wurden an spontan 
hypertonen 200-250g schweren sich frei bewegenden weiblichen Ratten 
(MOL:SPRD) durchgefiihrt. Dazu waren den Tieren chronisch Druckaufnehmer 
10 (Data Sciences Inc., St. Paul, MN, USA) in die absteigende Bauchaorta xinterhalb der 
Nierenarterie implantiert und der damit verbundene Sender in der Bauchhohle fixiert 
worden. 

Die Tiere wurden einzeln in Type III KSfigen, die auf den individuellen Empfanger- 
15 stationen positioniert waren, gehalten und waren an einem 12-Stunden Hell / Dunkel- 
Rhythmus angepaBt. Wasser und Putter standen frei zur Verfiigung. 

Zur Datenerfassung wurde der Blutdruck jeder Ratte alle 5 Minuten fur 10 Sekunden 
registriert. Die MeBpunkte wurden jeweils fur eine Periode von 15 Minuten 2Xisam- 
20 mengefafit und der Mittelwert aus diesen Werten berechnet. 

Die Priifverbindungen wurden in einer Mischung aus Transcutol (10%), Cremophor 
(20%), H2O (70%) gelost und mittels Schlundsonde in einem Volumen von 2 ml/kg 
Korpergewicht oral verabreicht. Die Priifdosen lagen zwischen 0,3 -30 mg/kg Kor- 
25 pergewicht. 
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Thrombozytenaggregationshcmmung in vitro 

Zur Bestimmung der Thrombo2ytenaggregation wurde Blut von gesunden 
Probanden beideriei Geschlechts verwendet. Als Antikoagulans wurde einem Teil 

5 3,8%iger Natriumzitratlosimg 9 Telle Blut zugemischt. Das Blut wurde mit 900 
U/min fur 20min zentrifugiert. Der pH Wert des gewonnenen plattchenreichen 
Plasmas wurde mit ACD-Losung (Natriumcitrat/ Citronensaure/ Glucose) auf pH 
6,5 eingestellt. Die Thrombozyten wurden anschliefiend abzentrifugiert und in 
Puffer aufgenommen und wiederum abzentrifugiert. Der Thrombozytenniederschlag 

10 wurde in Puffer aufgenommen und zusatzlich mit 2 mmolA CaClj versetzt. 

Fiir die Aggregationsmessungen wurden Aliquots der Thrombozytensuspension mit 
der PrQfsubstanz 10 min bei 3TC inkubiert. Anschliefiend wurde die Aggregation 
durch Zugabe von KoUagen in einem Aggregometer ausgelost und mittels der turbi- 
15 dometrischen Methode nach Bom (Bom, G.V.R., J.PhysioL (London), 168, 178-195, 
1963) bei 37°C bestimmt. Die Ergebnisse sind nachstehend in Tabelle 4 gezeigt 



TabeUe4 



Bsp.-Nr. 


IC5o(nM) 


1 


6 



20 

Messung der crektionsfBrdernden Wirksamkeit von Guanylat<yclase-Stimula- 
toren 

25 Fur das Zustandekommen einer voUstandigen und anhaltenden Erektion miissen die 
cavemosen Arterien und die gesamte Schwellkorperarchitektur, die aus einem 
Netzwerk von glatten Muskelzellen und kolls^enem Bindegewebe gebildet wird, 
maximal dilatieren, damit sich der Corpus cavernosura vollstandig mit Blut fiillen 
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kann (Anderson K,-E. and Wagner G.,"Physiology of Penile Erection.". 
Physiological Reviews 75, 191-236 (1995); Meinhardt W. Kropmann RF, Vermeig 
P, Lycclama a Nigelholt and Zwartendijk J. „The Influence of Medication on Erectile 
dysfunction." Inl 7. of Impotence Res, 9, 17-26 (1997). Die Relaxation der glatten 

5 Muskulatur wird durch NO vermittelt, das bei sexueller Stimulation von nicht 
adreneregen, nicht cholinergen Nervenfasem und in den Endothelzellen der 
BlutgefaBe des Corpus cavemosum freigesetzt wird. NO aktiviert die 
Guanylatcyclase, der daraus resultierende Anstieg des cGMP fuhrt zur Dilatation der 
glatten Muskulatur des Corpus cavemosum imd damit zu einer Erektion. Zur Priifiing 

10 der Wirksamkeit der erfindungsgemSBen Substanz wurden wache Kaninchen 
eingesetzt. Die Spezies Kaninchen wurde gewMhlt, da die Neurophysiologies die 
Haemodynamik und die Steuerung der Kontraktion und der Relaxation der glatten 
Mukulatur des Schwellkorpers bei Kanichen und Mensch recht ahnlich sind (Meyer 
MF, Taher H. Krah H. Staubesand J,, Becker AJ, Kircher M, Mayer B., Jonas U., 

15 Forsmann WG., Stief Ch.G. „Intracarvenous Application of SIN-1 in Rabbit and 
Man: Functional and Toxcological Results." Annals Urol 27, 179-182 (1993); Taub 
HC, Lemer,SE, Melman A, Christ GJ ^Relationship between contraction and 
relaxation in human and rabbit corpus cavemosum." Urology 42, 698-671, (1993). 

20 Methode: 

Adulte, mSnnliche Chinchilla-Kaninchen mit einem Gewicht von 3 -5 kg werden 
nach Lieferung mehrere Ta^e in Einzelhaltung adaptiert. Sie haben fieien Zugang zu 
Wasser und kSnnen zwei Stunden pro Tag Futter zu sich nehmen. Die Tiere werden 
in einem 10/14 Stunden Tag-Nacht Rhylhmus gehalten ( Licht an, ab 8.00 Uhr), die 
25 Raumtemperatur betragt 22 -24 ^'C. 

Die Tiere werden direkt vor Versuchsbeginn gewogen. Fur die intravenose 
Administration wurden die erfmdungsgemaBen Substanzen in einem Gemisch von 
Transcutol (GATTEFOSSE GmbH) verdunnt mit 20% Cremophor (BASF) und 
30 Wasser im Verhaltniss von 3/7 gel5st. Natriumnitroprussid wurde in 0,9% NaCI 
gelost. Die Substanz wurde in einem Volumen von 0,5 ml /kg in die Ohrvene 
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injiziert. Fiir die orale Gabe wurde die Testsubstanz in einer Mischung aus Glycerin: 
Wasser: Polyethylenglykol 6:10:9,69 gelSst und in einem Volumen von 1 ml/kg mit 
der Schlundsonde appliziert. 

5 DieWirkimg von Guanylatcyclasestimulatoren wird durch NO-Donatoren verstarkt. 
Dies wurde mit der zusatzlichen Gabe von Natriumnitroprussid demonstriert. 

Das Natriumnitroprussid wurde in einer Dosierung von 0,2 mg/kg gleichzeitig mit 
der erfindungsgemaBen Substanz in die Ohrvene injeziert. Wurde die erfmdungs- 
10 gemSBe Substanz oral gegeben so wurde diesen Tieren das Natriumnitroprussid 30 
min. nach der oralen Gabe in die Ohrvene injiziert. Entsprechende KontroUen mit 
dem Losungsmittel und mit Natriumnitroprussid alleine wurden durchgefiihrt 

Unter Ruhebedingungen ist der Kaninchenpenis in der Schamregion nicht sichtbar 
1 5 und von der Penishaut voUstandig bedeckt. Die Erektion wird gewertet, in dem man 
die Lange des hervortretenden Penis mit einer Schiebelehre misst. Die Messung wird 
5, 10, 15, 30, 45, 60min, 120 und 180 min. nach Verabreichung der Substanz 
durchgefurt. Die Wirkung wird als Produkt der Lange des nicht von Fell bedeckten 
Penis in [mmjund der Zeit die die Erektion anhalt in [min.] berechnet. 

20 

Die intravenose Injektion von Natriumnitroprussid bewirkt eine ca 10 min. 
anhaltende Erektion (110 [mm x min.]). 

Zur voriiegenden Erfindung gehSren pharmazeutische Zubereitungen, die neben nicht- 
25 toxischen, inerten pharmazeutisch geeigneten Tragerstoffen die erfindungsgemSBe 
Verbindung der Formel (I) enthalt sowe Verfahren zur Herstellung dieser 
Zubereitungen. 



Der Wirkstoff kann gegebenenfalls in einem oder mehreren der oben angegebenen 
30 Tragerstoffe auch in mikroverkapselter Form vorliegen. 
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Die therapeutisch wiiksame Verbindung soil in den oben aufgefUhrten 
pharmazeutischen Zubereitungen in einer Konzentration von etwa 0,1 bis 99,5, 
vorzugsweise von etwa 0,5 bis 95 Gew.-%, der Gesamtmischui^ voriianden sein. 

5 Die oben aufgefiihrten pharmazeutischen Zubereitungen konnen auBer de erfindungs- 
gemaBen Verbindung der Formel (I) auch weitere pharmazeutische Wirkstoffe 
entfaalten. 

Im allgemeinen hat es sich sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedizin als 
10 vorteilhaft erwiesen, den oder die erfindungsgemSBen Wirkstoffe in Gesamtmengen 
von etwa 0,5 bis etwa 500, vorzugsweise 5 bis 100 mg/kg KSrpergewicht je 24 
Stunden, gegebenen&lls in Form mehrerer Einzelgaben, zur Erzielung der 
gewunschten Ergebnisse zu verabreichen. Eine Einzelgabe enthalt den oder die 
erfindimgsgemaBen Wirkstoffe vorzugsweise in Mengen von etwa 1 bis etwa 80, 
1 5 insbesondere 3 bis 30 mg/kg K6rpergewicht 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend anhand von nicht einschrankenden 
bevorzugten Beispielen naher dargestellt. Soweit nicht anderweitig angegeben, 
beziehen sich alle Mengenangaben auf Gewichtsprozente. 



20 
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Beispiele 

Abkiirzungen: 

Raumtemperatur 
Essigsaureethylester 
m-Chloiperoxybenzoesaure 

n-Butylacetat/n-Butanol/Eisessig/Phosphatpuffer pH 6 
(50:9:25.15; org. Phase) 



RT: 
EE: 

MCPBA: 
BABA: 



Laufmittel fiir die Dunnschichtchromatograpbie: 

Tl El : Toluol - Essigsaureethylester (1:1) 

Tl EtOHl: Toluol - Methanol (1:1) 

CI El: Cyclohexan- Essigsaureethylester (1:1) 

CI E2: Cyclohexan - Essigsaureethylester (1 :2) 

Ausgan^sverbindungen 

Beispiel lA 

3-Dimethylamino-2-ethylacrylonitril 

CM, 
ON 




100 ml (84,4 g; 0,48 mol) Bis(dimethylamino)-tert.butoxymethan and 180 ml (2,07 
mol, 142,9 g) n-Butyronitril werden im offenen Kolben bei lOO^C 48 h lang geruhrt. 
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Anschliefiend wird im Vakuum eingedampft und der RQckstand im Hochvakuum 
destilliert. Man erhalt 42,7 g (71%d.m) der Titelverbindung. 

^Po.ow).o93 ~ 53-46^C 

5 

Beispiel 2 A 

5-Amino-l-(2-fluorben2yl)-lH-pyrazol-3-carbonsaureethylester 




100 g (0.613 mol) Natriumsalz des Cyanobrenztraubensaureethylesters (Darstellung 
analog Borsche und Manteuffel, Liebigs Ann. 1934, J/2, 97) werden xinter gutem 
Ruhren unter Argon in 2.5 1 Dioxan bei Raumtemperatur mit 1 1 1.75 g (75 ml, 0.98 
15 mol) Trifluoressigsaure versetzt und 10 min geruhrt, wobei ein groBer Teil des 
Eduktes in LSsung geht Dann gibt man 85.93 g (0.613 mol) 2-Fluorbenzylhydra2in 
hinzu und kocht Ober Nacht. Nach Abkuhlen werden die ausgefallenen Kristalle des 
Natriumtrifluoracetats abgesaugt, mit Dioxan gewaschen und die L5sung roh weiter 
umgesetzt. 

20 
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Beispiel 3A 



l-(2-Fluorben2yl>lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3<arbonsauree%^ 




Die Losung aus Beispiel 2A wird mit 61.25 ml (60.77 g, 0.613 mol) 
Dimethylaminoacrolein und 56.28 ml (83.88 g, 0.736 mol) Trifluoressigsaure 
versetzt und unter Argon 3 Tage lang gekocht. AnschlieBend wird das L6sungsmittel 
im Vakuum verdampft, der Riickstand in 2 1 Wasser gegeben und dreimal mit je 1 1 
Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen warden mit 
Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert. Man chromatographiert auf 2.5 kg 
Kieselgel und eluiert mit einem Toluol / Toluol-Essigester = 4:1 -Gmdienten. 
Ausbeute: 91.6 g (49.9 % d.Th. uber zwei Stufen). 

Smp. 85 °C 
Rf(Si02, TlEl): 0.83 
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Beispiel 4A 

1 -(2-Fluorbenzyl)- 1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-carboxamid 



1 0. 1 8 g (34 mmol) des Esters aus Beispiel 3 A werden in 1 50 ml mit Ammoniak bei 0 
- 10°C gesattigtem Methanol vorgelegt. Man riihrt zwei Tage bei Raumtemperatur 
und engt anschlieQend im Vakuum ein. 



10 

Rf (SiOj, TlEl): 0.33 
Beispiel SA 

15 

3-Cyano- 1 -(2-fluorbenzyl)- 1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin 





wo 00/06567 



-22- 



PCT/EP99/05071 



36.1 g (133 mmol) l-(2-Fluorbenzyl>lH-pyrazolo[3,4-b]pyridm-3-carboxaniid aus 
Beispiel 4A werden in 330 ml THF gelQst und mit 27 g (341 mmol) Pyridin versetzt. 
AnschlieBend gibt man innerhalb von 10 min 47.76 ml (71.66 g, 341 mmol) 
Trifluoressigsaureanhydrid hinzu, wobei die Temperatur bis auf 40 °C ansteigt. Man 
5 riihrt iiber Nacht bei Raximtemperatur. AnschlieBend wird der Ansatz in 11 Wasser 
gegeben und dreimal mit je 0.5 1 Essigester extrahiert. Die organische Phase wird mit 
gesattigter NatriumhydrogencarbonatlSsung und mit 1 N HCl gewaschen, mit 
MgS04 getrocknet und einrotiert 

10 Ausbeute: 33.7 g (100% d.Th.) 
Smp: 81°C 
R,(Si02,TlEl): 0.74 

Beispiel 6A 

15 

(2-Fluorbenzyl)- 1 H-pyrazolo[3 ,4-b]pyridin-3 -carboximidsauremethy iester 




20 Man lost 30.37 g (562 mmol) Natriummethylat in 1,5 1 Methanol und gibt 36.45 g 
(144,5 mmol) 3-Cyano-l-(2-fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin aus Beispiel 
5A hinzu. Man ruhrt 2 Stunden bei Raumtemperatur und setzt die erhaltene Losung 
direkt ftr die nachste Stufe ein. 
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Beispiel 7A 



1 -(2-Fluorbenzyl) 1 H-pyrazolo[3 ,4-b]pyridin-3-carboxamidin 




Obige Losung von (2-Fluorbenzyl)-lH-pyrazolo[3,4-b]pyridin-3-carboximidsaure- 
methylester in Methanol aus Beispiel 6A wird mit 33.76 g (32.19 ml, 562 mmol) 
Eisessig und 9.28 g (173 mmol) Ammoniumchlorid versetzt xind iiber Nacht unter 
RiickfluB geriihrt. Man verdampft das Losungsmittel im Vakuum, verreibt den 
Ruckstand gut mit Aceton und saugt den ausgefallenen FeststofF ab. Man gibt in 2 1 
Wasser, versetzt unter ROhren mit 31.8 g Natriumcarbonat und extrahiert dreimal mit 
insgesamt 1 1 Essigester, trocknet die organische Phase mit Magnesiumsulfat und 
dampft im Vakuum ein. 

Ausbeute 27.5 g (76.4 % d.Th. aber zwei Stufen) 
Smp.: 86 X 

Rf(Si02,TlEtOHl): 0.08 
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Herstellungsbeispiele 



Beispiel 1 



5 3-(4-Ammo-5-e%lpyrimidin-2-yl)-l-(2-fluorbenzyl)lH-pyrazolo[3 




In einem Reagenzglas werden zu 8 g der Verbindimg des Beispiels 7A 16 g der 
10 Verbindung des Beispiels 1 A pipettiert. Die Mischxing wird im Ultraschallbad homo- 
genisiert, evakuiert und unter gutem Schwenken in ein Olbad von 100 gehalten, 
wobei das Vakuum immer noch anliegt. Nach 30 sec beginnt die Mischung leicht 
aufzusprudeln, wobei das Amidin in Losung geht. Nach 1 min ist alles klar gel5st 
und das Sprudeln hort auf. Man erhoht fur 15 min die Temperatur auf 125 °C und 
15 laBt die Reaktion noch ca. 12 h bei 100 °C ablaufen. Nach Abkiihlen wird der Ansatz 
fest. Der Ansatz wird mit etwas Toluol verriihrt, die Kristalle werden abgesaugt und 
mit Ether gewaschen. Die Mutterlauge wird emrotiert und auf SiOj mit Toluol- 
Essigester 1:1 chromatographiert . 

20 Der Ruckstand wird aus 250 ml siedendem Acetonitril umkristallisiert, der in der 
Siedehitze unl5sliche RUckstand wird nochmals mit 100 ml siedendem Acetonitril 
behandelt und filtriert, Aus den vereinigten Filtraten kristallisieren 2.8g. Die 
Mutterlaugen werden einrotiert, der Riickkstand mit Ether behandelt und abgesaugt. 
Man erhalt so insgesamt 4.2 g (40.6 % d.Th.) der Zielverbindung. 



25 
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Smp.: 204 
Rf(Si02,TlEl): 0.2 

'H-NMR (dj-DMSO, 200 MHz): d=1.15 (t,3H,C//5CHj), 2.45 (q, 2H, CHjCHj), 5.8 
(s, 2H, CH2(2-F-Ph), 6.95 (brcites s, 2H, NHj), 7.1 - 7.4 (m, 5H, 2-F-Ph, H5), 8.1 (s, 
IH, 6-pyrimidinyI), 8.64 (dd, IH), 8.95 (dd, IH). 
MS (DCI,NH3): 349 (100%, M+H). 
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Patentanspruche 



1 . Verbindung der Formel (I) 




2. Veifahren zur Herstellung der Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man das Amidin der Formel (II) 




mit dem Enamin der Formel (ELI) 




ail) 



15 



umsetzt. 
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3 . Aizneimittel entfaaltmd mindestens die Verbindung nach Anspruch 1 . 



4. Arzneimittel enthaltend mindestens die Verbindung nach Anspruch 1 in 
Kombination mit organischen Nitraten oder NO-Donatoren. 

5 

5. Arzneimittel enthaltend mindestens die Verbindung nach Anspruch 1 in 
Kombination mit Verbindungen, die den Abbau von cyclischen 
Guanosinmonophosphat (cGMP) inhibieren. 



10 6. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels. 

7. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

15 

8. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arznehnittels zur Behandlung von thromboembolischen Erkrankungen 
und/oder IschSmien. 



20 9. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Hypertonic. 



10. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arznehnittels zur Behandlung von sexueller Dysfunktion. 

25 

11. Verwendung der Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines 
Arzneimittels mit antiinflammatorischen Eigenschaften. 



30 



17. Verwendung gemaU einem der Anspruche 6 bis 11, wobei die Verbindung 
gemaB Anspruch 1 in Kombination mit organischen Nitraten oder 
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NO-Donatoren oder in Kombination mit Verbindungen, die den Abbau von 
cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) inhibieren, eii^esetzt wird. 

18. l-(2-Fluorbenzyl)-lH-pyra2olo[3,4-b]pyridin-3-carboxamid^ der Formel (II) 




19. Verfahren zur Herstellung der Verbindung gemaB Anspruch 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die Verbindung der Formel (FV) 




zxmSchst in Ethem mit Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) und in Anwesenheit 
von Basen zu der Verbindimg der Formel (V) 
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umsetzt, 

anschlieBend mit Natriummethanolat die Verbindung der Formel (VI) 

5 




herstellt, in einem nachsten Schritt durch Umsetzung mit NH4CI und Eisessig 
in Alkoholen in das entsprechende Amidin HCl-Salz der Formel (VII) 

10 




(VII) 



uberfuhrt und in einem letzten Schritt mit Basen versetzt. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern ml AppUcetton No 

PCT/EP 99/05071 



^rf^Cmm/oT •^A61K3l/437 //(C07D471/04 . 231 : 00 . 221 : 00 ) 



According to Intemattonal Patent ClassHlcation (IPC) or to botti national daealfteation and IPC 



FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (dassiflcallon system followed by classification symbols) 

PC 7 C07D A61K 



Documentation 



searched other than minimum documentation to the e)(tent that such documents are Included In the fields searched 



Electronic data base consutted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Cftatten of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 



WO 98 23619 A ( BAYER AG ) 
4 June 1998 (1998-06-04) 

claims 1,7-10 

examples 16,20 



Relevant to claim Mo. 



1.3 



1.3 



□ 



Further documents are Dated In the oontinuatton of box C. 



Patent family members are listed In annex. 



<* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general slate of the art which Is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

flDng date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the Irtemational filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the Intematlonalflling date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory undertying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step wlien the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art. 

document member of the same patent family 



Data of the actual completion of the intemattonal search 



26 November 1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patontlaan 2 
NL-2280HVRIjswljk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date of malRng of the international search report 



07/12/1999 



Authorized officer 



Alfaro Faus, I 



Foim PCT/ISA«10 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH R£PORT 



Internacionai appiicatioD No. 

PCT/EP 99/05071 



Box I ObservaCtons where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of nrst sheet) 
Thisintenuitionalsearcbreporthasnotbeenestablishedinrespea 17(2)(a)forthefollowuigreasons: 

1. ri ClamsNosj 7-10 

■-^ because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation: Although Claim(s) 7-10 relate(s) to a method for treatment of the hxunan/animal 
body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/composition. 



because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extern that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of Invention Is lacking (Continuation of Item 2 of first sheet) 



This Intemadonal Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 





1. 



□ 



As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this interna tional search report covers all 
searehaUe claims. 




As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 




As cmly some of the required additional seardi fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covets only those claims for ^ich fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. 



□ 



No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restri^ed to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 




The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCr/ISA/210 (oontinuatton of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

informitlon on patent family members 



Interr lal Application No 

PCT/EP 99/05071 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
dale 



Patent family 
membar(s} 



WO 9823619 



04-06-1998 



DE 
AU 
CZ 
EP 
NO 



19649460 A 

5482398 A 
9901850 A 
0944631 A 
992400 A 



PubBcation 



28- 05-1998 
22-06-1998 
11-08-1999 

29- 09-1999 
19-05-1999 



Fann PCT/ISA«1 0 (paunt tamlly mnM) tUy' W*) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Interr lales Aktenzelchen 

PCT/EP 99/05071 



IPK 7 C07D471/04 A61K31/437 //(C07D471/04,231:00,221:00) 



Nach (tor Intemaaonahn PatentMassllifcatton (IPK) Oder nach def nallotalwi Klasallitellon und der IPK 



B. RECHERCHIERTEOEBIETE 



ReetierehlntsrMliKtoalpraislofl (Klasaliliationssystem und Klassillkatlonssyinbals ) 

IPK 7 C070 A61K 



Radwrohterte at»r mcM zum MiretestprOfstoB gehOrsnde V«rt«8nlllehun9«n, aevwlt dl«M unt9f dto recherohtoittn QMM ItUtn 



wahiwid dM mtwnattoiwlM H«*«eh» konsuWerto »leKtronlMh» DaiwlMmIc (Nam* der Oatenbank und evtl. venMndato SuohbagiWa) 



C. AL8 WESENTUCH ANGESEHEWE UNTERLAOEN 



Kategorle* BazaleHhungderVer0neiiHlchung,s<iwattertimledIehunterAngabsderlnBatracHI(oi^ 



Beir.AnsprudtNr. 



WO 98 23619 A ( BAYER AG ) 
4. Juni 1998 (1998-06-04) 

AnsprQche 1,7-10 

Belsplele 16,20 



1.3 
1.3 



□ 



Wettere VerdlfentOehungen sind dar Fortsetzung von Feld C zu 



Slaho Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angoget)enon VordffonMichungen : 

"A" Voroffentlichung, die den ailgemelnen Stand der Technik deflnlert, 
aber ntcht ate beeonders bedeutsam anzusahen <st 

"E* filteree Dokument, das jedoch erst am odor nach dam Intemationalen 
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